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ÖZ

Amaç: Bu in vitro çalışmada, % 0,2’lik klorheksidin (CHX) 
solüsyonunun, insan dişeti fibroblast (HGF) hücre canlılığı 
ve sitotoksisitesi üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi 
amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntemler: Bu çalışma 30 saniye ve 2 dakikalık 
zaman aralıklarında, nötr pH değerindeki % 0,2’lik CHX solüsyonu 
ve hücre olarak ATCC’den ticari olarak temin edilen HGF-1 (CRL-
2014) hücre hatları kullanılarak gerçekleştirildi. CHX’in HGF 
üzerindeki hücre canlılığı etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromür (MTT) testi ile ve sitotoksik etkileri 
laktat dehidrogenaz (LDH) testi ile değerlendirildi. Sonuçlar 
ortalama ve standart sapma değerleri kullanılarak two way ANOVA 
testiyle istatistiksel olarak analiz edildi (p<0,05).

Bulgular: MTT testi sonuçlarına göre, % 0,2 CHX solüsyonunun 
zamanla hücre canlılığını azalttığı görüldü (p<0,0001). LDH testi 
sonuçlarına göre ise % 0,2 CHX’in sitotoksik etkinliğinin kontrol 
grubuna kıyasla arttığı (p<0,0001) ancak zaman içinde istatistiksel 
olarak anlamlı bir fark göstermediği (p>0,05) gözlendi.

Sonuç: Bu in vitro çalışmanın sınırları dahilinde, % 0,2 CHX 
solüsyonu, 30 sn ve 2 dk’lık kısa maruz kalma sürelerinde, HGF 
hücre canlılığını azalttı ve HGF üzerinde sitotoksik etki gösterdi.

Anahtar Kelimeler: klorheksidin, fibroblast, in vitro, 
sitotoksisite, hücre canlılık testleri

ABSTRACT
Objectives: The aim of this study was to evaluate the effects 

of a 0.2 % chlorhexidine (CHX) solution on human gingival 
fibroblasts’ (HGF) cell viability and cytotoxicity in vitro.

Materials and Methods: This study was performed at 
30-second and 2-minute time intervals using a 0.2 % CHX solution 
at neutral pH and HGF-1 (CRL-2014) cell lines commercially 
available from ATCC. Cell viability effects of CHX on HGF 
were determined using the 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) test, and cytotoxic effects 
were determined using the lactate dehydrogenase (LDH) test. 
Results were statistically analyzed by calculating means and 
standard deviations using the two-way ANOVA test (p<0.05).

Results: According to the MTT test results, it was observed 
that the 0.2 % CHX solution decreased cell viability over time 
(p<0.0001). According to the LDH test results, the cytotoxic 
efficacy of 0.2 % CHX was higher compared to the control group 
(p<0.0001), but did not show a statistically significant difference 
over time (p>0.05).

Conclusions: Within the limits of this in vitro study, 0.2 % 
CHX solution reduced HGF cell viability and showed cytotoxic 
activity on HGF during short exposure times of 30 sec and 2 min.

Keywords: chlorhexidine, fibroblasts, in vitro, cytotoxicity, 
cell viability assays

GİRİŞ

Antimikrobiyaller, mikroorganizmaların neden olduğu 
enfeksiyonları tedavi etmek için kullanılan ajanlardır. 
Çeşitli aktif maddeler içeren antimikrobiyal ajanlar diş 
hekimliğinde, özellikle periodontolojide, supragingival 
plak ve dişeti iltihabını kontrol etmek amacıyla sıklıkla 
önerilmektedir (Muller ve ark., 2017; Coelho ve ark., 2020). 
Diş çekimi ve implant yerleştirme dahil olmak üzere oral 
ve periodontal cerrahilerin öncesi ve sonrasında, protezlere 
bağlı gelişen ağız kuruluğu veya kandida enfeksiyonu 
varlığında, hiperplazi, mukozit varlığında, bakteriyemi veya 
oral enfeksiyon riski olan hastalarda koruyucu ve tedavi 
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edici ajan olarak kullanılmaktadır (Drisko, 2001; Petersilka 
ve ark., 2002; Quirynen ve ark., 2002; Muller ve ark., 2017; 
Coelho ve ark., 2020).

Klorheksidin (CHX), oral kavitede dental plak 
oluşumunun engellenmesinde, gingivitis ve periodontitiste 
mekanik periodontal tedaviye yardımcı olarak, çürüğün 
önlenmesinde, cerrahi operasyonlar sonrası gelişebilecek 
enfeksiyonların önlenmesi ve tedavisinde ve de ağız içindeki 
diğer enfeksiyonların giderilmesinde kullanılan etkili bir 
lokal kullanıma uygun antimikrobiyal ajandır (Karpinski 
ve Szkaradkiewicz, 2015; Figuero ve ark., 2017). Gram 
pozitiflerde daha etkili olmak üzere gram negatif aerop 
ve anaerop bakterilere, mantarlara, dermofitlere ve bazı 
lipofilik virüslere karşı geniş bir antimikrobiyal etkinliğe 
sahiptir (Hennessey, 1973; Russell, 1990). Dental plak 
üzerindeki önemli etkisinden dolayı diş hekimliğinde altın 
standart olarak kabul edilmektedir (Neely, 2012). CHX’in 
antiseptik bir ajan olarak etkinliği iyi bilinmesine rağmen, 
uzun süreli kullanımda yan etki olarak dişlerde, dilde ve 
ağız içi restorasyonlarda sarı-kahverengi renklenmelere 
neden olduğu, diş taşı oluşumunu arttırdığı, tat bozukluğuna 
yol açtığı ve oral mukozada yanma hissi oluşturduğu için 
kullanımı zordur (Batra ve ark., 2022). Özellikle iyileşme 
sürecinde dokular üzerindeki olumsuz etkisi nedeniyle 
kullanımı sorgulanmaktadır. CHX kullanımının doku 
nekrozu, enflamatuvar reaksiyonlar ve rejenerasyon 
inhibisyonu ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Coelho ve 
ark., 2020). CHX’in, etkin bir tedavi amacıyla antiseptik 
ve antimikrobiyal ajan olarak güvenle kullanılabilmesi 
için ağız mukozası üzerindeki etkilerinin ayrıntılı olarak 
incelendiği çalışmalara olan ihtiyaç devam etmektedir.

Tüm bilgiler ışığında bu in vitro çalışmanın amacı, 
% 0,2’lik CHX solüsyonuna, 30 sn ve 2 dk’lık süre 
boyunca maruz bırakılan insan dişeti fibroblastlarında 
(HGF), CHX’in hücre canlılığı ve sitotoksik etkilerini 
değerlendirmektir.

GEREÇ ve YÖNTEMLER

Deneyler, HGF hücreleri için ATCC’den ticari olarak 
temin edilen HGF-1 (CRL-2014, ATCC, Manassas, VA, 
ABD) hücre hatları kullanılarak gerçekleştirildi. HGF 
hücreleri, 37 °C’de % 1 penisilin/streptomisin , % 1 
L-glutamin (CAS No: 56-85-9), % 0,1 amfoterisin B (CAS 
No: 1397-89-3) ve % 10 fetal sığır serumu (FBS) (CAS 
No: 9014-81-7, GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, ABD) 
ile takviye edilmiş Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) (Biochrom AG, Berlin, Almanya) içinde kültür 
edilerek üretici talimatları doğrultusunda çoğaltıldı. HGF 
hücreleri % 70-80 yoğunluğa ulaştıktan sonra (Şekil 1), 2 
mL besiyeri/kuyu içeren, 1,5x105 hücre yoğunluğu/kuyu 
olacak şekilde 6 kuyucuklu plakalara ekildi ve 24 sa boyunca 
37 °C’de kuyulara tutunmaları için inkübasyona bırakıldı. 
İnkübasyonu takiben ortamdaki besiyeri uzaklaştırıldı. 
Hücrelerin bulunduğu kuyulara % 0,2’lik CHX (test grubu) 
(Chlorhexydin Gluconate, CAS No: 18472-51-0, Doğa 
İlaç, İstanbul, Türkiye) veya 2 mL besiyeri (kontrol grubu) 
eklenerek 30 sn ve 2 dk beklendi. Daha sonra solüsyonlar 
uzaklaştırıldı. 

Şekil 1. İnsan dişeti fibroblast (HGF) hücrelerinin mikroskobik 
görüntüsü, (A) başlangıç, (B) %80 yoğunluğa ulaştıktan sonra

HGF hücrelerinde hücre canlılığı 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) (Glentham 
Life Sciences, İngiltere) testi kullanılarak değerlendirildi. 
Kuyucuklar fosfat tampon çözeltisi (PBS) (Wisent, 
Kanada) ile yıkandı, her birine 132 µL MTT boyama 
solüsyonu ilave edilerek 37 °C’de 3 saat inkübasyona 
bırakıldı. MTT formazonu açığa çıkarmak için her bir 
kuyucuğa mevcut hücre ortamı uzaklaştırılarak 200 
µL dimetil sülfoksit (DMSO) (CAS No: 67-68-5) ilave 
edildi. 10 dk sonra, her bir kuyucuktan 200 µL ortam, 96 
kuyucuklu plakalara aktarıldı ve optik dansite (OD) bir 
plaka okuyucu (Perkin Elmer Enspire multimode, Boston, 
ABD) kullanılarak 570 nm’de kaydedildi. Elde edilen 
absorbans değerleri aşağıdaki formül kullanılarak canlılık 
(%) değerlerine çevrildi:

[(OD örnek – OD hücresiz)/(OD kontrol – OD hücresiz)] x 100

HGF hücrelerinde sitotoksisiteyi saptamak için nekrozun 
bir göstergesi olarak hücre dışı laktat dehidrogenaz (LDH) 
salınımları incelendi. Sitotoksisite testi, ticari bir kitin 
(CytoScanTM, G-Biosciences, MO, ABD) talimatlarına 
göre gerçekleştirildi. % 0.1 Triton X-100 ile muamele 
edilen hücreler maksimum LDH salınım aktivitesi olarak 
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kullanılırken, 10 μL steril, ultra-saf su içinde, işlem görmemiş 
hücreler spontan LDH salınım aktivitesinin kontrolü 
olarak kullanıldı. Numune ile tedavi edilen hücrelerden 
LDH’nin yüzde salınımı LDH’nin maksimum salınımı ile 
karşılaştırılarak hesaplandı. Absorbans değerleri, bir plaka 
okuyucu (Perkin Elmer Enspire multimode, Boston, ABD) 
kullanılarak 490 nm’de ölçüldü. Sitotoksisite (%) aşağıdaki 
formülle hesaplandı:

[(LDH Salınım Aktivitesi örnek – LDH Salınım Aktivitesi 

kontrol)/(LDH Salınım Aktivitesi maksimum – LDH Salınım 
Aktivitesi kontrol)] x 100

İstatistiksel Analizler

Analizler GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software 
Inc., San Diego, ABD) programı kullanılarak yapıldı. 
Sonuçlar, ortalama ± standart sapma olarak ifade edildi. 
Veriler two-way ANOVA ve post-hoc Sidak testleri 
kullanılarak istatistiksel olarak analiz edildi. Anlamlılık 
düzeyi p<0,05 olarak ayarlandı.

BULGULAR

MTT testi sonuçlarına göre (Tablo 1, Şekil 2), % 
0,2 CHX solüsyonunun, kontrol grubuna kıyasla her iki 
zaman diliminde de hücre canlılığını azalttığı görüldü 
(p<0,0001). Ayrıca, hücre canlılığı zaman içinde istatistiksel 
olarak daha fazla azalma gösterdi (p<0,0001).

Tablo 1. Solüsyonların MTT ile değerlendirilen hücre canlılığı ve 
LDH ile ölçülen sitotoksisite değerleri

Hücre Canlılığı (MTT)

Solüsyon Zaman  Ort ± S.S. Standart hata  P

Kontrol  100 ,00

CHX (% 0,2) 30 sn  16,72 ± 3,26 1,152 <0,0001*

 2 dk  9,14 ± 0,85# 0,300 <0,0001*

Sitotoksisite (LDH)
Solüsyon Zaman  Ort ± S.S. Standart hata  P

Kontrol  0 ,00

CHX (% 0,2) 30 sn  51,17 ± 11,3 3,982 <0,0001*

 2 dk 53,30 ± 16,9 5,977 <0,0001*

Two-way ANOVA ve post hoc Sidak testi, p<0,05, *kontrol grubuna 
kıyasla, #30 sn’ye kıyasla p<0,0001, S.S.: standart sapma

Şekil 2. % 0,2 CHX solüsyonunun HGF hücre canlılığı üzerine 
etkisi (MTT). p-değerleri two way ANOVA ve post hoc Sidak 

testleri ile belirlendi.* p<0,0001 gruplar arası, #p<0,0001 grup içi.

LDH testine göre (Tablo 1, Şekil 3), % 0,2 CHX’in 
sitotoksisite değerleri her iki zaman diliminde de istatistiksel 
olarak kontrol grubuna göre daha yüksekti (p<0,0001). % 
0,2 CHX’in sitotoksisitesi, 30 sn ve 2 dk arasında artış 
eğiliminde olup anlamlı bir fark göstermedi (p=0,5791).

Şekil 3. % 0,2 CHX solüsyonunun HGF üzerine sitotoksik etkisi 
(LDH). p-değerleri two way ANOVA ve post hoc Sidak testleri ile 

belirlendi. *p<0,0001
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TARTIŞMA

CHX, ağız boşluğunda en sık kullanılan kemoterapötik 
antimikrobiyal ajandır (Dadpe ve ark., 2018). Güçlü 
antimikrobiyal etkinliğine rağmen, doza ve zamana bağlı 
olarak hücreler üzerinde olumsuz etkileri olduğunu gösteren 
çalışmalar vardır (Coelho ve ark., 2020; Batra ve ark., 2022). 
Bu çalışmada % 0,2 CHX’in, 30 sn ve 2 dk maruz kalma 
sürelerinde, HGF üzerindeki etkileri incelenmiştir. Bilgimiz 
dahlinde çalışmamız, % 0,2 CHX konsantrasyonunun 
HGF üzerindeki erken dönem hücre canlılığı ve sitotoksik 
etkilerinin aynı anda incelenerek değerlendirildiği ilk 
çalışmadır.

Diş hekimliğinde kullanılan CHX konsantrasyonları 
% 0,12 ile % 2 arasında değişmektedir; oral antisepsi için 
% 0,2 oranı kullanılır ve bu konsatrasyon diş eti iltihabı, 
kandidiyazis ve diş plağına karşı oldukça etkilidir (Sogut, 
2013). Bu veriler göz önünde bulundurularak bu çalışmada 
% 0,2’lik CHX konsantrasyonu kullanılması tercih 
edilmiştir.

Literatüre bakıldığında, CHX ile yapılan in vitro 
çalışmalarda değerlendirme sürelerinin 15 sn ile 48 sa 
aralığında (Mima ve ark., 2011; Tirali ve ark., 2013; Voos 
ve ark., 2014; Castillo ve ark., 2015; Decker ve ark., 2017; 
Vahabi ve ark., 2019; Etemadi ve ark., 2020; Von Maltzahn 
ve ark., 2020) ve hatta 72 sa (Koychev ve ark., 2017) ve 96 sa 
(Bidar ve ark., 2012) sürelerinde olduğu, klinik çalışmalarda 
ise uygulama sürelerinin 1 dk ağız çalkalama (Becerik ve 
ark., 2011; Sritrairat ve ark., 2011) veya 5-10 dk subgingival 
irrigasyon (Kshitish ve Laxman, 2010; Jalaluddin ve ark., 
2019; Vitt ve ark., 2020) şeklinde uygulandığı görülmüştür. 
% 0,2 CHX’in lokal kullanımı amacıyla üretilen ağız 
gargaraları üreticilerinin kullanım talimatları da CHX’in 
ağız içerisinde yaklaşık 1 dk süresince çalkalanması 
doğrultusundadır. Klinik uygulamada, ağız boşluğundaki 
dokular ve mevcut mikrobiyal patojenlerle temas süresi 
çoğunlukla kısadır ve hastalar günlük rutinlerinde gargaraları 
30 sn ile 1 dk arasında kullanır. Bu nedenle, klinik kullanımı 
yeterince taklit edebilmek için bu çalışmada 30 sn ve 2 dk 
kısa maruz kalma süreleri araştırılmıştır.

CHX’in, antimikrobiyal özelliklerine ve ağız içi 
yaraların tedavisinde yaygın olarak kullanımına rağmen, 
birçok yazar tarafından in vitro olarak dişeti fibroblastları 
üzerinde güçlü bir toksik etkiye sahip olduğu, düşük 
CHX konsantrasyonlarının bile dişeti fibroblastlarında ve 
epitel hücrelerinde protein ve DNA sentezini inhibe ettiği 
çalışmalarda belirtmiştir (Babich ve ark., 1995; Giannelli 
ve ark., 2008; Faria ve ark., 2009; Schmidt ve ark., 2016; 

Schmidt ve ark., 2018; Sukumaran ve ark., 2020; Babgi ve 
ark., 2021; Nawrot-Hadzik ve ark., 2021; Utami ve ark., 
2022). Araştırmacılar, fibroblastların > % 0,01 CHX’e maruz 
kalmasının, zamana bağlı olarak hücre canlılığını önemli 
ölçüde azalttığını bildirmişlerdir (Schmidt ve ark., 2016; 
Sukumaran ve ark., 2020; Nawrot-Hadzik ve ark., 2021). 
Bu çalışmaya benzer şekilde, Babgi ve ark. (Babgi ve ark., 
2021) yaptıkları in vitro çalışmada, % 0,2 CHX’e 2 dk maruz 
kaldıktan sonra HGF canlılığında güçlü bir inhibisyon tespit 
etmiştir. Çalışmamızın bulgularına bakıldığında, literatürle 
uyumlu olarak, % 0,2 CHX’in 30 sn ve 2 dk sürelerinde, 
HGF hücre canlılığını azalttığı görülmüştür.

CHX’in toksisitesini saptamak için ise, HGF hücrelerinde 
nekroz indüksiyonu (LDH salınımı) araştırılmış, ancak 
literatürde CHX ile ilgili yeterli sayıda çalışmaya 
rastlanmamıştır (Giannelli ve ark., 2008; Faria ve ark., 
2009; Schmidt ve ark., 2018). Gianelli ve ark. (Giannelli 
ve ark., 2008) yaptıkları çalışmada, CHX’in % 0,12’lik 
konsantrasyonda, 1 dk tedaviden sonra fibroblastların 
nekrozunu % 50’den daha yüksek oranlarla etkilediğini, 
aynı şekilde Faria ve ark. (Faria ve ark., 2009) da, daha 
düşük konsantrasyonlarda CHX’in 24 sa uygulama sonrası 
HGF üzerinde % 80 nekroz gösterdiğini belirtmişlerdir. Bu 
gözlemler, % 0,2 CHX ile 30 sn ve 2 dk tedavi sonrası 
HGF’nin sitotoksisitesinde anlamlı bir artış gösteren bizim 
çalışmamızın bulguları ile uyumludur.

Çalışmamızın asıl limitasyonu, hücre canlılığı ve 
sitotoksisitesinin incelenmesi için kullanılan MTT ve 
LDH testlerinin sonuçlarının doğruluğunun bir taramalı 
elektron mikroskobu tarafından desteklenmemesidir. 
Ayrıca, bu çalışma sadece in vitro koşullarda yapıldığından, 
klinik ortamdaki pek çok değişken faktörün etkisi 
değerlendirilemediği için sonuçlar sınırlı bir anlam 
taşıyabilir. Çalışmanın kısıtlı zaman dilimlerini içermesi de 
bir diğer limitasyon olarak sayılabilir.

SONUÇ

Bu çalışmanın sınırları dahilinde elde edilen verilerle, 
% 0,2 CHX solüsyonunun, kısa maruz kalma sürelerinde, 
zamana bağlı olarak HGF hücre canlılığını yüksek oranda 
azalttığı ve sitotoksik etki gösterdiği tespit edilmiştir. Bahsi 
geçen bu toksik etkiler, CHX’in kullanılacağı durumlarda ideal 
konsantrasyon ve ideal uygulama süresinin belirlenmesinde, 
göz önünde bulundurulmalıdır.
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